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1. Ekdysteroidy — svlékaci hmyzi hormony'™

Podle vyskytu v organismech jsou ekdysteroidy roz-
délované na zooekdysteroidy a fytoekdysteroidy. Zooe-

Slouéeniny
Ekdyson
26-ekdysonova kyselina
O ekdyson-3-fosfat
ekdyson-22-fosfat

20-Hydroxyekdyson (20E)
20-hydroxy-26-ekdysonova kyselina OH
20-hydroxyekdyson-3-fosfat
20-hydroxyekdyson-22-fosfat

kdysteroidy, které funguji v organismech patiicich do cle-
novel (Arthropoda), maji ekdysonovou aktivitu. 20-
Hydroxyekdyson (20E) je pfikladem hlavniho aktivniho
ekdysteroidniho hormonu, ktery reguluje svlékaci proces
u hmyzu (Insecta nebo také Hexapoda) a korysu
(Crustaceae). 20E, nazyvany také B-ekdyson, ekdysteron,
kommisteron A, isoinokosteron, polypodin A, nebo hmyzi
svlékaci hormon (insect moulting hormone) vznika aktiva-
ci ekdysonu jako prohormonu. Mezi ekdysteroidy patii
produkty hmyzich detoxifikacnich (katabolickych) drah,
které vedou k jejich neaktivnim analoglim, vétSinou konju-
gatim. Regulace aktivnich zooekdysteroidi musi byt
z divodu fylogenetického vyvoje pro uspésné druhy hmy-
zu energeticky minimalné narocna. Pravé energetickd ne-
narocnost regulace metabolismu v zivych organismech je
jednim z vyznamnych faktor obecné zarucujici uspésnost
druhu. Proto neaktivni formy zooekdysteroidd jsou struk-
turné tak podobné aktivnim formam (obr. 1).

Ekdysteroidy jsou nejvice testovany pravé na hmyzu.
Entomologové vychazeji z biologické funkce fytoekdyste-
roidd, a proto uvadéji, ze funkce fytoekdysteroida spociva
v obrané rostliny proti herbivornimu hmyzu’. Lékafi
a farmaceuti se priklanéji k nazoru, ze biologicka funkce
fytoekdysteroidl je spojena se steroidnimi ucinky na bylo-
zravce, nebo vSezravce. Pres tyto poznatky stale neni plné
ziejma wiloha fytoekdysteroidi v rostling®”.

Cilem prace je posoudit, zda na zakladé¢ soucasnych
znalosti o detoxifikacnich mechanismech je realné uvazo-
vat 0 moznostech vyuzivani té€chto typa latek pro ochranu
rostlin v zeméd€lstvi, nebo zda je realnéjsi vyuziti struk-
turni znalosti o aktivit¢ zooekdysteroidl pro tvorbu speci-
fickych latek zasahujicich do ekdyse Skadcii. Tento vy-
zkum nabude na aktualnosti, protoze Evropsky parlament
pfipravuje smérnice k omezeni pouziti insekticidnich orga-
nofosfatl a karbamatt.
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Obr. 1. Ekdysteroidy — ekdyson a 20-hydroxyekdyson, analogy jejich kyselin a fosfati
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2. Charakteristika zooekdysteroidi'™

K zooekdysteroidiim a jejich odvozenym slouc¢eninam
fadime velkou skupinu latek, které¢ ackoliv spliuji struk-
turni kriteria®, nemusi ale vykazovat ekdysonovou aktivitu.
Zooekdysteroidy obsahuji chromofor konjugovaného keto-
nu 7-en-6-on cholestanového typu cytoskeletu — C,; a 5p-
vodik (cis A/ B-spojeni kruhl), které jsou velmi dilezité
pro aktivitu, protoze Sa-vodik (epi; trans A/ B-spojeni
kruht) tvofi neaktivni analogy, podobné jako dvojna vazba
4-en (se pak priblizuje spiSe trans A/ B-spojeni kruht).
Podminkou je i pfitomnost n€kolika hydroxylovych sku-
pin, které umoznuji lepsi rozpustnost ve vodg, resp. dobrou
rozpustnost v cytosolu hmyzu nebo v rostlinné burice.
Hydroxylové skupiny vytvari podminky pro tvorbu vodi-
kovych mistki s okolnimi slouCeninami obsazenymi
v cytosolu. To vysvétluje kvantitativni omezeni izolova-
nych fytoekdysteroidii postupné pomoci sekvencni extrak-
ce do 4 frakci rozpoustédly EtOAc, BuOH, MeOH nebo
MeOH + voda (1:1). Extrakce je diskontinuitni,
s rozlozenim obsahu fytoekdysteroidti ve frakcich®'® dle
Gausovy kiivky. Kromé toho jsou hydroxylové skupiny
také pro hmyz vychodiskem deaktivacnich procest exoe-
kdysteroidt a endoekdysteroidu.

3. Metabolismus ekdysteroidi hmyzu'™

Biosyntéza zooekdysteroidi zacina u 24-dealkylace
fytosterold ve stievech vSezravého a bylozravého hmyzu
a korysu az postupné vznikne cholesterol. Cholesterol se
zméni bud’ postupné pies 5B-ketodiol a 2-deoxyekdyson
na ekdyson'"'? v protorakalnich 7lazach, a nebo piedeviim
v hemolymf€ postupné pres 5P-diketol a 3-dehydro-
ekdyson na ekdyson'' . Ten se pak v povrchovych tka-
nich v protorakalnich Zlazadch pfeméni po hydroxylaci
katalyzovanou ekdyson-20-monooxygenasou z ekdysonu
na 20E. Systém 24-dealkylace sterolii probiha také u né¢ko-
lika dalSich kment bezobratlych, véetné prvokd, zelenych
fas, hub, hlistd, a nékterych mékkyst''. Regulace syntézy
zooekdysteroidu je slozita, protoZe je propojena s vyvojo-
vymi stadii jedince'®. Vajicka hmyzu obsahuji rizné zooe-
kdysteroidy ve volné i konjugované form&'’. Mnozstvi
zooekdysteroidii se méni béhem vyvoje embrya. Zooe-
kdysteroidy podporuji fungovani regulace embryogene-
ze'*'® a pomahaji pti kontrole reprodukce'.

U hmyzu existuje n€kolik moznosti deaktivace a deto-
xifikace ekdysteroidii. Detoxifikace probihd u vSech druht
adaptovanou stievni symbiotickou mikroflorou.
U nékterych druht hmyzu je ovlivnéna také pfitomnosti
specifickych stfevnich hmyzich enzymid. Hmyz béhem
svého zivotniho cyklu reguluje metabolismus svlékacich
hormonti, pfeménou aktivnich forem ekdysteroidii na ne-
aktivni a nebo naopak. Tento proces je pro organismy,
v nichz se tyto latky vyskytuji, energeticky méné narocny,
nez tyto latky komplexné katabolickymi procesy degrado-
vat. Detoxifikace proto nastava také po pruniku travicim
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traktem pfimo ve vlastnim organismu.

Cerstvé nakladend vajicka obsahuji matetské konju-
gované fyziologicky neaktivni fosfatové estery ekdysteroi-
da. Fosfaty zooekdysteroidii jsou umistény v Zloutkovych
zrech, kde jsou vazany na Zloutkovy protein vitellin'”. Ve
vajickach mimo diapauzu je vytvaren 20E pfeménou ma-
tefskych fosfati zooekdysteroidi. Dalsi metabolickou
cestou tvorby 20E v hmyzim organismu je biosyntéza de
novo z cholesterolu. U vajicek v diapauze se ani jeden
z t&chto metabolickych procesti nevyskytuje'”. Tvorba 20E
béhem vyvoje rané embryogeneze je regulovana spolecné
pres 2 enzymy'®: ekdyson-20-hydroxylasu a ekdysteroid-
fosfat-fosfatasu. Ekdysteroid-fosfat-fosfatasa katalyzuje
pfeménu fyziologicky neaktivnich konjugovanych fosfata
ekdysteroidii, jako napt. ekdyson-22-fosfatu a 20E-22-
fosfatu s vitellinem na volné neaktivni fosfaty ekdysteroi-
du". Fosfatové vazby komplexu vitellinu s fosfity zooe-
kdysteroidii jsou obtizn¢ hydrolyzovany ekdysteroid-
fosfat-fosfatasou, na rozdil od volnych fosfatti zooekdyste-
roidd, které mohou byt ekdysteroid-fosfat-fosfatasou kom-
pletn& hydrolyzovany'’. Ekdysteroid-fosfat-fosfatasa neby-
la objevena u vajicek v diapauze, jejichz vyvoj je chranén
v pozdnim stadiu gastruly®’. Kromé n&kolika jinych enzy-
mu byla objevena kinasa regulovana extracelularnim sig-
nalem, ktery ma kli¢ovou roli v ukonéeni diapauzy®'. De-
aktivace probiha nékolika zpisoby véetné jejich kombina-
ci:

a) Tvorba riznych konjugati, predevsim fosfati.

b) Hydroxylace na uhliku C26 a dalsi oxidace az na
pfislusnou kyselinu na uhliku C26.

¢) Tvorba 3-dehydroekdysteroidl za katalyzy ekdyson-

oxidasy. Po nasledné redukci vznika epiekdysteroid,

ktery pak tvofi rizné fosfatové konjugaty za katalyzy

fosfotransferasy*.

Biotransformace aktivnich zooekdysteroidii na neak-
tivni spociva piedevs§im v tvorbé ekdysteroidnich konjuga-
td, na uhliku C22 s mastnymi kyselinami, glukosou nebo
jiz uvedenou kyselinou fosforecnou. Deaktivace zooe-
kdysteroidl je pozorovana napt. béhem posledniho larval-
niho instaru u Lepidoptera ve sttednim stteve, kde probiha
pomoci aktivni cytosolové ekdysonoxidasy a ekdysteroid-
fosfotransferasy. Transformace vede pies 3-dehydro-
ekdysteroidy k odpovidajicimu 3-epiekdysteroidu (3 a-
hydroxy), az k fosfatové konjugaci. Pro zooekdysteroidy je
charakteristicka postupna deaktivace, ktera je vétsinou
nakonec zavrSena fosforylaci. Produkty fosforylace jsou
prevazné 2-fosfaty ekdysteroidd doprovazené malym
mnozstvim odpovidajiciho 22-fosfatu ekdysteroidt*>*.

U vSech organismil je zndm vyznam enzymu v deto-
xifikaci xenobiotik a v rezistenci hmyzu k rostlinnym 14t-
kam®. Hmyzi genom obsahuje pies 100 riznych geni
enzymu Cytochromu P450 (CyP450). Tyto geny jsou slo-
zit€ regulovany. U zivoCichl se CyP450 ucastni biotrans-
formace steroidnich hormont (testosteron, progesteron).
CyP450 je zivotné dilezity v biotransformaci endogennich
steroidnich substrati u Crustacea, protoze je spojen s akti-
vaci ekdysonu jako prohormonu na 20E (cit.***), & kon-
verzi ponasteronu A na 20E (cit.?®). Stejna biotransforma-
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ce ekdysonu na 20E za katalyzy CyP450 je znama také
u rostlin. U hmyzu je biosyntéza ekdysonu dana hydroxy-
laci na C2 a/nebo C22 (mitochondrialni CyP450) a na C25
mikrosomalni CyP450 (cit.**). Uloha CyP450 pii aktivaci
20E je znama, ale pozapomina se na jeji funkci i pfi deak-
tivaci ekdysteroidd, zvlasté¢ pak ekdysonu a 20E, ktera
vede pres jejich hydroxylaci na uhliku C26 a kon¢i oxidaci
pres aldehyd a7 u piislusné karboxylové kyseliny®*?7%.

Vzijemné regulace v celém téle nebo pouze napf.
v hemolymfé a/nebo ovariich'>'*!**"% ve vztahu k ekdysi
hmyzu je spojena s nckolika cestami deaktivace. Tyto
regulaéni mechanismy vzajemné biotransformace zooe-
kdysteroidd®' umoziiuji hmyzu uréitou miru adaptability,
pokud pres stfevni sténu do hemolymfy pronikne jak ak-
tivni, tak neaktivni forma fytoekdysteroidi. K pochopeni
regulace je nutné znat rychlost dynamické zmény (narust,
pokles) koncentrace aktivnich nebo neaktivnich analogl
zooekdysteroidu prevazné v téle hmyzu, nebo v hemolym-
f& v prib&hu vyvoje jedince®*, &i v priib&hu embryogene-
ze*®. Tyto znalosti jsou vyznamné p¥i hodnoceni toxikoki-
netickych procesti (biologickd dostupnost)’’ a nasledné
toxikodynamickych procest (interakce — tvorba specific-
kych bilkovin, inhibice ¢i aktivace specifickych enzymit)
po podani fytoekdysteroidii potravou®”*, protoze vedou
k vyvolani odpovédi, regulaci® fyziologickych procesi
béhem vyvoje jedince.

4. Injektovanim ke stanoveni kapacity

a variability detoxifika¢nich cest ekdysteroiti'™

Sledovani efektu exoekdysteroidt, 1ze obecné shrnout
do sledovani toxikokinetickych a toxikodynamickych pro-
cesl, které vyvola injektovany ekdysteroid a do jeho bio-
transformace™. Proto se objasnéni biotransformaénich
mechanismi zooekdysteroidii neobejde bez injektovani
radioisotopem znaceného ekdysteroidu do testovanych
jedinct vybraného druhu hmyzu.

Injektovani exoekdysteroidii do hmyzu musi ptedcha-
zet stanoveni akutni toxicity (ddvka ekdysonu a 20E do
10 pg) a chronické toxicity (do 100 ppm 20E)*. Exoe-
kdysteroidy stimuluji ovaria v davkach 1-5 pg 20E / sa-
micku a plodnost v davce 1 pg 20E / samicku®®. Naopak
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Obr. 2. Diacylhydrazinovi (DAH) agonisté ekdysteroidii
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ve vysSich koncentracich 10 pg 20E / samicku je inhibo-
van vyvoj ovarii®’. Pii opakovaném injektovani davek 2 az
5 ug, a to jak ekdysonu, tak 20E / samicku, dochazi u nich
ke stimulaci produkce vajicek®'.

Injekéni aplikace ekdysonu nebo 20E znaceného iso-
topem *H ([3H]ekdysonu a [’H]20E) v poloze C23 a C24
do hemolymfy v davkach od 0,8 ng do 10 ug pies btisni
sténu larev mury blyskavky (Spodoptera littoralis)
v 6. instaru potvrdila dva hlavni (polarni a nepolarni) deto-
xifika¢ni mechanismy zooekdysteroidi. Injektovany ekdy-
son byl hydroxylovan bud’ na C26, kde je dale oxidovan
na 26-ekdysonovou kyselinu, a nebo na C20 na 20E. Ten
je také hydroxylovan na C26 s naslednou oxidaci az na 20-
hydroxy-26-ekdysonovou kyselinu. Injektovany ekdyson
byl ale transformovdn méné na 20E 22-acyl estery mast-
nych kyselin a/nebo vice na ekdyson 22-acyl estery mast-
nych kyselin, které byly napf. jako palmitdt nalezeny
v hemolymf€. Odstranovani injektovanych zooekdysteroi-
dii z hemolymfy do stfev bylo velmi rychlé. Za 30 minut
bylo 35 % injektovanych metaboliti ve stfevech, za 3 ho-
diny bylo injektovanych metaboliti v hemolymf& pouze
27 % a 20 % jiz bylo soucasné ve stfevnich vykalech. Po
24 hodinéch, podobné jako i u podavani fytoekdysteroidii
potravou, byly zaznamenany pouze stopy radioaktivity
injektovanych zooekdysteroidii**. Tyto vysledky jsou pro-
to velmi vyznamné ve vztahu k rychlosti traveni, mnoZzstvi
spotfebované potravy a rozmezi obsahu fytoekdysteroidi
v rostlinach napf. ve Spenatu setém (Spinacia oleracea)
nebo parse saflorové (Leuzea carthamoides). Tato hlavni
polarni detoxifikacni cesta byla potvrzena i po injektovani
20E do larev bource morusového (Bombyx mori) a Helio-
this virescens, kdyz dopliikovou detoxifikaci byla epimeri-
zace 20E. Detoxifikacni analogy vytvorily konjugaty.
V B. mori to byl sulfat, ktery je ojedinély oproti obvyklym
fosfatovym konjugatim nalezenym v H. virescens®. Tyto
ekdysonu™ i do dalsiho hmyziho zastupce octomilky obec-
né (Drosophila melanogaster), kde u nepolarni detoxifi-
kacni cesty byl hlavnim neaktivnim produktem konjugat
s mastnou kyselinou na C22. U polarni detoxifikacni cesty
jsou hlavnimi deaktivacnimi produkty 26-ekdysonova
kyselina a 20-hydroxy-26-ekdysonova kyselina, déale 3-
dehydroekdyson a nejméné 20E.

o
Chromafenozid ANS-118
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Béhem fylogenetického vyvoje hmyzu se biotransfor-
mace endoekdysteroidii na piisluSné kyseliny na uhliku
C26 (cit.*"*%) stala obecnou, protoZe je energeticky vy-
hodné oxidaci vytvofit hormonaln¢ neaktivni analogy.
Zagina po hydroxylaci uhliku C26. Ugastni se ji 20-
monooxygenasa, kterd je indukovana substratem ekdysonu
na produkt 20E. Finalni biotransformaci indukuji substraty
ekdysonu a 20E, které aktivuji 26-hydroxylasu, jejiz pro-
duktem je hydroxylova skupina na uhliku C26 jak u ekdy-
sonu, tak 20E. Tuto reakci také indukuje agonista RH5849
(obr. 2, 1,2-dibenzoyl-1-terc-butylhydrazin)*"**. Pokud
pronikne ekdyson do téla, hmyz mé dostatecné mecha-
nismy k jeho eliminaci na neaktivni analogy. A to 1 pfesto,
ze Cast se aktivuje na 20E, protoze i tento nasledné rychle
podléha biotransformaci. Existuji dva mechanismy deakti-
vace, metabolizace ekdysteroidi. Vedle deaktivace spous-
téné endoekdysteroidy byl potvrzen i mechanismus spous-
tény exoekdysteroidy, které vstupuji do hmyzu pres travici
soustavu potravou. Ve stfevé dochazi ke traveni potravy
vcetné zacatku deaktivace ekdysteroidii. Nesteroidni ago-
nisti odvozeni od diacylhydrazin jsou komeréné pouZiva-
né insekticidy’. Fenozid (obr. 2) indukuje deaktivatni me-
tabolickou cestu pies hydroxylaci ekdysteroidii na C26
a po nasledné oxidaci ptes jeho aldehyd vznika pfislusna
kyselina na C26 (cit.”*%).

5. Metabolismus aktivnich a neaktivnich
fytoekdysteroidii pijimanych hmyzem'™

Enzymovy systém ve stfevech larev hmyzu méa mno-
ho funkci. Z cytosolu stfedni casti stiev byly izolovany
enzymy, jako jsou ekdysonoxidasa, 3-dehydroekdyson-3a.-
reduktasa, 3-dehydroekdyson-33-reduktasa, ekdysteroid-2-
fosfotransferasa a ekdysteroid-22-fosfotransferasa, které se
podileji na detoxifikaci (deaktivaci) ekdysteroida® "
Rozsah optimalniho pH pro tyto enzymy je stanoven mezi
6,5-7,8. Metabolity detoxifikace ekdysteroidd tvori neak-
tivni analogy. Pfi deaktivaci je uplatiovana nejen polarni
cesta, ale pfednostné i nepolarni cesta. U nepolarni cesty je
nezbytna acyltransferasa, kterd je G¢inna pro oba hlavni
substraty ekdysonu a 20E. MenSi ¢ast potravou pfijatého
20E odchazi ale v nezménéné form¢ ze stfev vymeéty
(napt. u zavijete paprikového — Plodia interpunctella)’.
Z detoxifikace ekdysteroidi ale nelze vyloucit ani stfevni
symbiotické bakterie, ackoliv byly nalezeny v cytosolu
sttedniho stieva enzymy larev, které umoziuji tvorbu ne-
aktivnich ekdysteroidi.

Deaktivaci ekdysteroidd se tvoii hormonalné neaktiv-
ni méné polarni konjugaty ekdysteroidd s estery kyseliny
octové (3-acetat ekdysteroidll), nachézejici se v larvach
sarancete stéhovavého (Locusta migratoria)’™ a piedeviim
s mastnymi kyselinami na C(22)-acylestery ekdysteroidd,
které se vymeésuji ze stiev vyméty larev cernopasky bavl-
nikové (Heliothis armigera syn. Helicoverpa armigera)®,
H. virescens™>*>, cvréka dvouskvrnného (Gryllus bima-
culatus)’®, S. littoralis™, P. interpunctella®. P. interpunc-
tella odstranuje 20E z potravy také jako 3-oxo-20E a 3-
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epi-20E, které také tvori konjugaty s mastnymi kyselina-
mi’'. Oproti tomu zavije¢ kukufiény (Ostrinia nubilalis)
produkuje pouze konjugaty s mastnymi kyselinami®'. Jiz
po 15 minutich se z téla hmyzu ve vymétech
(exkrementech) nejdiive vylucuji estery ekdysteroidu.
Obecné se vyluCuje zpracovana potrava vymeéty po 2—4
hodinach. Oproti tomu napt. pro ¢ernopasku bavilnikovou
(H. armigera) je rychlost traveni v&tsi nez 12 hodin> a pro
Helicoverpa virescens je mensi nez 1 hodina™. Ekdysteroi-
dy znagené isotopem “H podané spolu s potravou se proje-
vily na nizké trovni radioaktivity v uhynulych jedincich™.
Radioaktivita ve stievech je nepfimo umérna vymétim*.

Ptes sténu stfevni do téla vice vstupuji estery 20E nez
polarngjsi 20E. V tomto piipadé je proto tvorba esterd 20E
pouze pseudodetoxifikaci. K této deaktivaci ekdysteroidi
pres jejich estery mize dojit, pokud fytofagni hmyz trvale
zije na rostlindch obsahujicich ekdysteroidy. Biotransfor-
mace ekdysteroidi z fytosterold je energeticky narocna.
Odtud se miize opét ¢ast téchto esterti ekdysteroidii vratit
zpét do stfeva pomoci molekularnich bunécnych pump
(neni zndma Z4dnd prace popisujici, zda a jak dochazi
k aktivaci), a nebo vstoupit do hemolymfy. Hlavni funkci
hemolymfy je rozndSeni vyzivnych a exkreCnich latek.
Proto deaktivované ekdysteroidy véetné esterd, jako stale
relativné polarni latky, pokud nemaji upotiebeni
v metabolismu larev, mohou byt postupné z hemolymfy
vylucovany pies malpighické Zzlazy do zadniho stfeva
(proctodaeum), kterym odchazeji zbytky potravy do ko-
necniku.

Deaktivace probiha v larvach pres 14-deoxy-
ekdysteroidy (G. bimaculatus’), oditépenim postranniho
fetézce na poststeron (B. mori®) a také pres 3-
dehydroekdysteroidy (S. littoralis™™, D. melanogaster®,
P. interpunctella®") na 3-epiekdysteroidy (b&lasek zelny —
Pieris brassicae®, Manduca sexta®®®"*, S. littoralis™".
Z téchto biotransformovanych ekdysteroidii se nasledné
mohou vytvaret predevsim fosfatové konjugaty. Deaktiva-
ci ekdysteroidii se tvoti hormonalné neaktivni polarni kon-
jugaty ekdysteroidi se sacharidy, jako je 22-glukosid
ekdysteroidii (obsazeno v medovici msic, napf. u msice
broskvoiiové — Myzus persicae®), a piedeviim s kyselinou
fosforecnou, jako je 2-fosfat ekdysteroid (L. migratoria,
cit. 8, M. sexta®, S. littoralis™>"), 3a-fosfat ekdysteroid
(P. brassicae®™), 22-fosfat ekdysteroid (M. sexta®, S. litto-
ralis™*), které se rychle vym&suji ze stiev larev. Enzyma-
tickd deaktivace cytosolu stfedniho stfeva ukazala u larev
S. littoralis v podminkach in vitro®> tvorbu ptedeviim 3-
fosfatti ekdysteroidi a méné 22-fosfatt ekdysteroidi™.
Neaktivni konjugaty ekdysteroidii s glukosou nebo galak-
tosou v poloze C22 jsou tvofeny glukosyltransferasou
v hemolymf& hmyzu infikovaného bakuloviry®*.

Diverzita detoxifikacnich metabolickych cest zooe-
kdysteroidt fytofagniho hmyzu umoziiuje larvam prekonat
negativni U¢inky v potravé pritomnych fytoekdysteroidi.
Diverzita detoxifika¢nich mechanismi mutize byt také pii-
¢inou rozdilné citlivosti jednotlivych druhii k obsahu fyto-
ekdysteroidi v potravé.
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6. Reprodukovatelnost testi sledujicich
vliv fytoekdysteroidi podavanych potravou

Pfi studiu repelentni aktivity rostlinnych latek na
hmyzu jsou testy dobie reprodukovatelné®®. Metodiky
sledujici toxicitu rostlinnych latek, zvlasté pak ekdysteroi-
dii nebo s tim spojenou biologickou aktivitu na hmyzu,
vypadaji také bezchybné. Jsou ale do urcité miry specific-
ké. Za standardni lze povaZovat biotest vyuZivajici
ekdysteroid znadeny isotopem “H, ktery je aplikovan po-
travou larvam vétSinou v 6. instaru. Pro povzbuzeni spo-
treby potravy, zvyseni krmného poméru jsou larvy napf. S.
littoralis ptedem vyhladovény. Postup je standardné vyuZzi-
van v ekotoxikologickych testech. Ekdysteroidy musi byt
rovnomémeé aplikovany na povrch zkrmovanych listl
o maximalnim priméru 1,2 mm (cit.*?).

Vyhladovéni a minimalizace potravy umoziuje
dobrou organizaci pokusu, protoze jsou relativné dostatec-
né¢ oddéleny potrava a vyméty. Problém miiZze nastat
s ur¢enim hodnoty mnozstvi latky ovliviujici 1 kg testova-
ného organismu (LDsy, EDsq ¢i IDsp). To lze eliminovat
aplikaci latky (juvenilni hormon) pitnou vodou, ne potra-
vou. Podminkou je, Ze ruménice pospolna (Pyrrhocoris
apterus) v testované zivotni fazi (posledni nymfalni ekdy-
se) nezbytn¢ potiebuje k zivotu v danych podminkach
presné stanovenou denni davku vody (55 pl)*’. Uginné
koncentrace ekdysteroidi podavané potravou™ "> byly jiz
od 10 ppm (EDsy — inhibice rdstu), resp. od 50 ppm, kdy
byla pozorovana 90% mortalita. U hmyzu ale nebyly pozo-
rovany zmény v ekdysi ¢i jiné specifické fyziologické
zmény pozorované pii injektovani.

Béhem ekdyse pii zvySeném obsahu 20E roste i spe-
cificky glykoprotein (Gp 150), ktery je soucasti slizu a ma
1 imunitni funkei. Vyskytuje se v hemocytech a slinnych
zlazach. Odtud se dostava do piedniho stieva
(stomadaeum). Cast vyloucené¢ho Gp 150 zmeéni strukturu
a polapi bakterie. Proto ma hmyz béhem ekdyse a zvySené
hladiné ekdysteroidii vyssi imunitu proti patogennim bak-
teriim. Pii podavani 20E potravou v biozkouskach se zvy-
Suje obsah Gp 150 nejen v hemocytech, ale i ve slinnych
7lazach a nasledng i ve stfevech”. To zpétn& vyvolava
negativni vliv na stfevni symbiotickou mikrofléru vy-
znamnou nejen pro traveni potravy, ale i pro celkovy vy-
voj jedince. Je proto nutné obezietné postupovat pfi inter-
pretaci vysledki biozkousek ekdysteroidd aplikované po-
travou, pokud neni ziroveidl sledovdna zmeéna diverzity
stievni symbiotické mikroflory.

Velky pocet nalezenych druht hmyzu v polni kultufe
L. carthamoides, majici vysoky obsah 20E, jej musi z po-
travy eliminovat®. To dava predpoklad, Ze soudasti fenoty-
pové proménlivosti hmyzu je i adaptace stfevni symbiotic-
ké mikroflory spolupodilejici se na rezistenci hmyzu
k fytoekdysteroidim. Pti biotestech se nedocenuje fakt, ze
v tomto pfipadé¢ hmyz Zil na rostlin¢ obsahujici v listech
nékolikanasobné vEétsi mnozstvi 20E, nez je v jinych rostli-
nach napf. Spenatu, po napadeni hmyzem. ProtoZe se ob-
sah fytoekdysteroiddi v napadenych listech rostliny zvysi,
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byvaji fytoekdysteroidy fazeny k faktorim podilejicich se
na odolnosti rostlin ke sktidetim”.

Larvam ektoparazitoidu Diapetimorpha introita Ziji-
cim na umélé vyzivé a nikoliv na blyskavce kukufi¢né
(Spodoptera frugiperda), se vyznamné snizuje ve vSech
stadiich zivotaschopnost, zpomaluje se vyvoj a nastavaji
nékteré zmény, jako napf. zvétSeni oli, vyprazdnéna stie-
va. Obsah 20E byl vyssi v hemolymf¢ ektoparazita chova-
ného na pfirozené vyzivé predevsim v 6. instaru. Nedosta-
tek ekdysteroidd v hemolymf€ u chovu na umélé vyzive by
mohl byt ¢astecné pficinou relativné vysokého procenta
mortality ve 4. (maximalni) a nasledn& i u 1. a 2. instaru’*.
Hexapeptid byl izolovan” z vitellogenickych ovarii s folli-
kulostatickou aktivitou a regulujici oostaticky faktor inhi-
buje biosyntézu trypsinu ve stievech. Néasledné snizeni
koncentrace Zloutkovych polypeptidd v hemolymfé se
projevi v inhibici biosyntézy ekdysteroidii v larvalnich
7lazach™. Inhibice ekdysonu nepotlaguje aktivitu hexapep-
tidu, avSak je na ném zavisla regulace ekdysonu. Rostlinné
latky uvolnéné proto ve stfevech z potravy mohou byt
potencialné vyznamné v regulaci ekdysteroidti ptes inhibi-
ci proteolytickych enzymi nebo pfes inhibici biosyntézy
trypsinu’®.
pouzivana skupinou Rowell-Rahier’”"”’, ktera piimo neeli-
minovala vliv zmény potravy, napt. ptidavku potencialné
toxického sesquiterpenového laktonu kakalolu. Tito védci
zalozili pokusy na sledovani vlivu kakalolu na specialisto-
vi mandelince havézové (Oreina cacaliae) sebraného
z rostlin obsahujicich i neobsahujicich kakalol. Vysledky
ukazaly nejen vysokou heterogenitu srovnavanych popula-
ci, ale také nizkou heritabilitu rezistentni populace ke ka-
kalolu””"”. Fenotypovéa proménlivost rezistence sledovana
pomoci ristu a mortality neni zavisla na genotypové varia-
bilité¢ (proménlivosti) testovanych jedinct, ale na faktorech
prostiedi, tedy na negenetické variabilité. Vysvétlenim je
toxicita kakalolu na stfevni symbiotické bakterie u hmyzu,
ktery nezil na rostlinach obsahujicich kakalol. Porusenim
symbidzy bakterii s hmyzem doslo k sekundarnimu proje-
vu toxicity kakalolu.

Biotesty ekdysteroidii na hmyzu, ktery se zivi, resp.
nezivi, rostlinami obsahujicimi ekdysteroidy ve vztahu ke
sttevni symbiotické mikroflofe hmyzu nebyly provedeny.
Vliv ekdysteroidii na mikroorganismy™ neni jesté dosta-
tené popsan. Aplikaci vysokych davek ekdysteroidi muize
dojit ke sniZeni diverzity stfevnich symbiotickych bakterii,
podobné jako pii zménach potravy® ™. V testech rostlin-
nych latek aplikovanych potravou do hmyzu nebyval vy-
znam symbiosy stfevnich bakterii s hmyzim hostitelem
docenén. Proto se zacind se studiem vlivu rezistence stiev-
ni symbiotické mikroflory hmyzu k pfirodnim latkam
a insekticidim. Pfi sledovani toxického vlivu rostlinnych
latek, polutantii a pesticidii na stfevni symbiotickou mik-
rofléru hmyzu v podminkach in vitro je nutné dbat na
2 zékladni faktory: 1. Jen zlomek z téchto bakterii, podob-
né jako ptdnich bakterii*’, je mozno kultivovat in vivo. To
omezuje studium vlivu bakterii na traveni potravy hmy-
zem, ulohy bakterii pfi detoxifikaci pfirodnich latek, polu-
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tantd a pesticida®, zmén stievnich symbiotickych bakterii
zpusobenych toxickymi latkami a jejich vlivu na patogeny
v travicim traktu hmyzu. 2. U mikroorganismi, podobné
jako u pylu je nutné udavat zaroven koncentraci testova-
nych organismi a mnozstvi media, protoze v nizkych kon-
centracich dramaticky vzrista citlivost k latce®™®”. Caste¢-
né Ize k eliminaci vyuzit znamé referenéni latky®®®.

7. Vyznam stievni symbiotické mikroflory
pro vyvoj hmyzu

Vyznam zmény slozeni symbiotickych bakterii ve
stievech hostitelského hmyzu na traveni potravy, odolnost
proti patogeniim a detoxifikaci latek je nezpochybnitelny.
Studium diverzity a vlastnosti mikroorganismui zvlasté pak
sttevniho mikroekosystému hmyzu, jejich izolace a sprav-
né taxonomické identifikace Uzce souvisi s dokonalosti
pouzitych technik v mikrobialni analyze**. Pro sledovani
a taxonomické urceni nekultivovatelnych symbiotickych
mikrobii ve stievech hmyzu’'*? nebo hadatek®, véetnd
stanoveni komplexniho stfevniho spoleCenstva napf.
u Poecilus chalcides, Harpalus pensylvanicus, Anisodacty-
lus*®,  jsou vyuzivany rizné genetické analyzy
(metagenomické analyza®°®). Metoda znaceni stabilnimi
isotopy (stable isotope probing) — SIP* deteguje aktivni
organismy pii detoxifikaénim procesu a zaroven tento
proces umozni studovat.

Zménou, napt. pridavkem dalsi slozky do potravy
(proteinovy rybi hydrolyzat), je ovlivnén rlst a zvétsi se
imunita proti patogennim bakteriim (Vibrio anguillarum)
nejen u hmyzu, ale i jinych Zivogicha®. Po inokulaci stiev-
niho symbionta Enterobacteriacea do stfev octomilky
dochazi k naslednému zvyseni dlouhovéekosti u pozorova-
nych jedinct’>. Mnohé symbionty, jako napk. Enterobacte-
riacea, eliminuji v  potravé patogenni bakterie
(Pseudomonas aeruginosa) nebo potencialni patogeny
(Hafnia alvei, Serratia spp., zejména pak Serratia mar-
cescens) ve stievech vrtule velkohlavé (Ceratitis capitata),
H. pensylvanicus, Anisodactylus sanctaecrucis’™®*. S.
marcescens mize byt vyznamna v subpatogenni hladiné
pfi dynamické regulaci stfevniho bakteridlniho spolecen-
stva. Infekce entomopatogenni Photorhabdus temperata se
vyznamné projevi i ve snizeni travicich enzymi a nasledné
v mortalité motyla Diatraea saccharalis’ .

Ve stfevech hmyzu pfii traveni potravy napt. S. mar-
cescens a H. alvei produkuji specifické enzymy
(chitinasy)”™®. Bakterialni symbioticka spoleenstva se
uplatiiuji v produkci vitaminti B nebo rozkladu celulosy®.
Biotransformuji rostlinné steroly na cholesterol, ktery je
diilezitym meziproduktem biosyntézy zooekdysteroida®.

Stfevni symbiotickd mikrofléra hmyzu se vyznamné
podili na tridveni potravy, detoxifikaci a degradaci Skodli-
vych latek'*!'”". Vyznamné rozdily stfevnich symbiotic-
kych bakterii vyplyvaji z analyzy tfi hmyzich populaci
(dvou laboratornich proti insekticidim rezistentni a citlivé)
Sktidce zaprednicka polniho (Plutella xylostella) a popula-
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ci, ktera byla nasbirana z polniho ekosystému'®. O bakte-
riich (Burkholderia fungorum, H. alvei a Enterobacter)
detoxifikujici PCB, polyaromatické uhlovodiky
(fenanthren) a insekticidy (chlorpyrifos) v ptidé'®'™ vime
mnohem vice nez o bakteriich v travicim traktu hmyzu,
které degraduji ptirodni latky'®, toxiny’ a pesticidy,
zv143ts pak insekticidy®. Enterobacter, degradujici insek-
ticid chlorpyrifos, byl nalezen v pudé¢ i v travicim traktu
hmyzu®*,

8. Zavér

Pro tvorbu pesticidd 3. generace na zéklad¢ vyuziti
procest spojené s ekdysi, je vhodné jit cestou tvorby ago-
nistl, nejen jiz komer¢né pouzivanych, ale vyvojem no-
vych perspektivnich typy agonisti’, jako jsou agonisté
odvozeni od amidoketont, oxadiazolini, benzamida
a tetrahydroquinolind. Alternativou jsou pfirodni rostlinné
fenylpropanoidni analogy lignanovych agonisti nebo stil-
benovych antagonistii'®, nebo molekuly s velmi nizkou
toxicitou k mikroorganismim. Takovym modelem by
mohly byt i nékteré analogy esterovych konjugatti juvenil-
nich hormoni nebo steroidni saponiny jako napft. aginosid,
alliporin, vyskytujici se v riznych druzich rodu Allium
(¢esnek), nebo obecn& znamy digitonin'®’. Tyto saponiny
se asociuji s fytosteroly dulezitymi to prekurzory zooe-
kdysteroidl. Z toho vyplyva, Ze afinita zooekdysteroidové-
ho receptoru neni tak vysoka, jak ukazuji selektivni aktiva-
tory a inhibitory insulinové signalni kaskady, které aktivuji

nebo inhibuji biosyntézy zooekdysteroidi' ™.

Autori dékuji MSMT za financni podporu grantu
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